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TESTE DE TOXICIDADE COM O FLUIDO DE PERFURACAO SALGADO
(KCL/NACL) TRATADO COM POLIMERO CATIONICO (COD. 2.5.4.1)
UTILIZANDO O OURICO-DO-MAR Lytechinus variegatus
(ECHINODERMATA-ECHINOIDEA)

L1493LVC

SOLICITANTE:

Petroleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Rodovia Amaral Peixoto, 11.000 — Km 163
Imboassica - Macaé - RJ
CEP: 27925-290

Executado por:

LABTOX — Laboratorio de Andlise Ambiental Ltda
Av. 24, s/n” - Pélo Bio-Rio - Laboratério 4
Cidade Universitaria — Ilha do Fundéo
Tel: (21) 3867-5651 / 3867-5501 ramal 220
e-mail: labtox(@labtox.com.br
CEP: 21941-590

Teste 1493 LVC

Rio de Janeiro

Avenida 24, /n® - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitéris - [lha do Fundao
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LAUDO DE TOXICIDADE

L1493LVC

Orgio requisitante: Petréleo Brasileiro S.A. - PETROBRAS
Teenico requisitante: Hélio Gama
Enderego: Rodovia Amaral Peixoto. 11.000 — Km 163 - Imboassica - Macaé - RJ
Tel.: (22) 2761-2644/2761-9086
Avaliagfio solicitada: Teste embriologico
Organismo teste: Lyrechinus variegatus
Tipo de teste: crdnico de curta duragéo
Resposta do teste: Efeitos no desenvolvimento dos embrides (retardamento e/ou ocorréncia de
anomalias)

Identificagio da amostra pelo solicitante: Fluido de Perfuragio Salgado (KCI/NaCl) tratado
com Polimero Catiénico
Codigo: 2.5.4.1 - Fluido polimérico
Data de preparo: ndo informada

Cédigo de entrada no Labtox: 1.149304
Data de entrada no Labtox: 13/08/2004

RESULTADOS

CENO 15.625 ppm CEOQO 31.250 ppm
YC =22.097 ppm

Controle: 91,75 % de pluteus

DSS: CE(50 = 145 meg. L' (IC=1,37—1.54 mg.L")
IC: Intervalo de confianga
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Avenida 24 s/n® - Polo Bio-Rio - Laboratdrio 4 - Cidade Umiversitana - [Tha do Fundio
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — B — Tel:(5521) 3867-3651 / 3867-53501 R: 220 — e-mail: Jahtoxi@labtox.com_ br
WVisite nosso site: www labtox. com. br
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1-OBJETIVO

L1493LVC

Este teste, realizado em 23 de agosto de 2004, teve como objetivo determinar a
toxicidade crénica do Fluido de Perfuracio Salgado (KCUNaCl) tratado com Polimero

Catibnico (Codigo 2.5.4.1) sobre os embrides do ourigo Lytechinus variegatus.

2 -METODOLOGIA

O teste embriologico seguiu a Norma CETESB (1999), com adaptacdes. Este teste
consiste na exposicdo dos ovos a diferentes diluigdes do fluido, avaliando-se a diluigio que
causa retardamento no desenvolvimento embriolarval elou ocorréncia de anomalias nos

organismos expostos, nas condi¢des de teste.

A cada scrie de amostra testada ¢ realizado um teste de toxicidade com o padrio
dodecil sulfato de sédio (DSS), com o objetivo de verificar se 08 organismos estiio

respondendo dentro da faixa de toxicidade previamente estabelecida.
CArcuLo pA CENO, CEO E VC

O valor de CENO (maior concentragio utilizada que ndo causa efeito
significativamente diferente do controle) e CEQ (menor concentragdo utilizada que causa
efeito significativamente diferente do controle) foi obtido através do teste de hipiteses
utilizando-se o programa estatistico TOXSTAT wversdo 3.3 (Gulley ef al., 1991).

A normalidade e a homocedasticidade da proporcdo de embrides desenvolvidos foi
verificada através dos testes de “Shapiro-Wilks” e “Bartlett”, respectivamente. A estimativa
dos valores de CENO e CEO foi feita através do teste de "Williams™.

Ap6s a obtencdo destes valores, foi calculado o VC (valor cronico), que representa a
média geométrica de CENO e CEO e indica a concentragiio méxima aceitivel da amostra.

Avenida 24, s/m® - Polo Bio-Rio - Laboratério 4 - Cidade Universitiria - llha dp Funddo
Cep: 21941-590 — Rio de Janeiro — RJ — Tel(5521) 3867-5651 / 3867-3501 R: 220 — ¢-mail: Jublox@labeox com br
Visite nosso site: www. labtox.com. br
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RESUMO DAS CONDICOES DE TESTE

TIDD OB IBIRR oo e s e s T s e cronico
Temperatura de MEUDACAD ... e veveeeieeiitiet e sas s s esas s ssesesssesessesssnerereesans 25+0,5°C
BOOPEEOMG . <o imammmimviniiss s v s I e i e eresrevorii s 12:12h luz e escuro
T (R e B e e e tubos de ensaio
Volume de SDIUGHO-ESIE. .....c..cvieeeeereeriraenneeesinsirsesassssssnssssrermernanssesesassninssasassasossssinses 10 mL
Origem dos Organismos.......ccceveeeveereesieineans gametas obtidos de organismos coletados no campo
IN® e OFZANISINOS / fTASCO.....eeiseeierseeeeersseere e esesssesssesesmseeeereseneeesssassenmesssseerererersesees 300 ovos
L s 1T N S S DS T 04
H“ e QTIUIGTES. ...eveeveereerer e ree e snere st et be s sr s ses e e e b s s ereses e s enseas 12+ 1 controle®
Agmade dilnicani s nssa i iR dgua do mar natural filtrada (0,45 pm)
Salinidade das SOICHES-TRSE . .vvrrerrerrrreeieeecrease st eseses et s eerseressrssassmeaeseeereeeeereres 35240 %o
URACHO AOTENIE - oo o i s o s T i e 25 horas
Resposti: s embrides mal formados ou com o desenvolvimento retardado
Express@o do resultado. ...t e enes CENO,CEDeVC
Metode de CHomO. c.cimuiumimnmiimmsam i isis s s v i s Toxstat (Gulley ef al., 1991)

*Controle: exposicdo do organismo 4 dgua de diluigio (d4gua do mar natural) nas mesmas
condi¢des da amostra.

PREPARO DA AMOSTRA

A amostra do fluido foi mantida em temperatura aproximada de 4°C, até a hora da
realizacio do teste e sua preparagiio foi realizada com base nas metodologias propostas por
APl (1984); Duke et al. (1984) e Veiga (1998). Assim, a amostra foi homogeneizada em
misturador industrial por 30 minutos a uma velocidade de 1.500 rpm e preparou-se um extrato
aquoso na proporgdo de 1:9, utilizando-se 100 mL da amostra homogeneizada e 900 mlL de
agua do mar. O extrato foi homogeneizado em misturador industrial por 5 minutos a 150 rpm
e decantado por 1 hora. Apos este periodo, a fragdo particulada suspensa (FPS) foi retirada e
a partir desta solucfo-estoque (1.000.000 ppm) foram preparadas as solugfes-teste, sendo
testadas as seguintes diluicbes: 488; 977; 1.953; 3.906; 7.813; 15.625; 31.250; 62.500:
125.000; 250.000; 500.000 e 1.000.000 ppm (Fichas em anexo).

Avenida 24, 5/n® - Polo Bio-Rio - Laboratérie 4 - Cidade Universitiria - ITha do Fundio
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L1493LVC
VALIDADE DO TESTE

O teste EMBRIOLOGICO ¢ considerado véalido quando:
# Apresentar no confrole 0 minimo de 80% de pluteus;

# O resultado com a substincia de referéncia estiver dentro do limite estabelecido para a
espécie pelo Labtox que ¢ de 0,83 a 3,20 mg.L™

3 - RESULTADOS

Os dados brutos da contagem do nimero de pluteus mal formados efou com atraso no
desenvolvimento séo apresentados na tabela I.

O valor de CENO (concentracio de efeito nfio observado) obtido com o Fluido de
Perfuragio Salgado (KCINaCl) tratado com Polimero Catiénico (Cédigo 2.5.4.1) foi de
15.625 ppm, o valor de CEO (concentragdo de efeito observado) foi de 31.250 ppm e o VC
(valor cronico) de 22.097 ppm.

O valor médio do percentual de pluteus saudéaveis obtido no controle foi de 91.75 % ¢
a CE(1)50 obtida com a substancia de referéncia (DSS) foi de 1,45 mg.L™ (IC = 1,37 — 1,54
mg. L.

Os valores de oxigénio, pH ¢ salinidade, medidos no inicio e final do teste, nas

diferentes diluigGes, encontram-se listados nas fichas em anexo.

ANALISE ESTATISTICA

Transform: NO TRANSFORMATION
WILLIAMS TEST (Isotonic regression medel) TABLE 2 OF 2

[SOTONIZED CALC. SIG  TABLE DEGREES OF
[DENTIFICATION MEAN  WILLIAMS P=05 WILLIAMS FREEDOM

Controle (LO82

488 0.107 Lell 1.71 Be=1, v=24

a7 0.107 1611 1.79 k=2, v=24

1953 0107 1.611 1.82 =3.v24

3906 0.107 1611 [.83 k=4, v=24

7813 0,107 1.611 1.84 k=35, v=24

15625 0107 1611 |84 =6,v24
31250 (1.2440 150K " 1.85 k=7.v=24 \r”_\l

g= 0,021 MNote: df used for table values are approximate when v = 20,

Avenida 24, s/n® - Polo Bio-Rio - Laboraténio 4 - Cidade Universitania < [Tha do Fundio
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Visite nosso site; www, labtox.com.br



I !ﬂm!ldg! Suie ritzl

Tabela I: Numero de pluteus afetados e saudaveis de L. variegatus expostos a diferentes
diluigdes do Fluido de Perfuragio Salgado (KCUNaCl) tratado com Polimero Catiénico
(Codigo 2.5.4.1) no teste conduzido em 23/08/2004.

L1493LVC

Nimero de pluteus Numero de pluteus
DiluicZo Saudaveis | Afetados Diluigao Saudaveis Afetados
(ppm) (ppm)
91 09 77 23
Controle 90 10 31.250% 76 24
o4 06 71 29
92 08 80 20
92 08 0 100
488 87 13 62.500* 0 100
29 11 0 100
28 12 0 100
88 12 0 100
o7 89 11 125.000% 0 100
01 09 0 100
90 10 0 100 |
90 10 0 100
1.953 88 12 250.000# 0 100
90 10 0 100
87 13 0 100
88 12 0 100
3.906 88 12 500.000* 0 100
835 15 0 100
89 11 0 100
9] 09 0 100
7.813 92 08 1.000.000* 0 100
89 11 0 100
o3 07 0 100
93 07
15.625 88 12
90 10
{ 89 11

+Significativamente diferente do controle.
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L1493LVC
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5 - EQUIPE TECNICA
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Dra. Marcia Vieira Reynier - CRB-2 - 07135/02
Dra. Maria Cristina da Silva Maurat - CRB-2 - 12671/02

COORDENADORA DE PESQUISA E TECNOLOGIA: Viviane Euzébio Luiz

BIOLOGAS:

Carina C. Gomes Machado - CRB-2 — 32963/02
Desideria Lima Calleja - CRB-2 —38219/02 P
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7 - ] .\ z-|| * ™ '.-I d I._.. I; ll .
. ol ! [ o R 18 S
%ﬁcm %—4;2{5 ﬁi’; v LA L‘;a._'n.f:;h “}P':‘----i cblen e Zikeen [
7

Rio de Janeiro, 08 de setembro de 2004.
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o iy - Teste n® 4443 huc
T Tecnologla Amblental

Data Inicio: _2% [ L% [ O4 Hora: __ 40:3C Término: _24 [ 05 JO4
Organismo-teste: L.w.-_wéz_x_u;~. Operador(es): oy Al

Tipe de teste: ( ) fecundagdo ( + ) embriologico
Tipo de amostra: _ thude Cod. entrada __ | 445504 Salinidade: 4o % pH_%.40
Solugdo-estogue:_41 0y mb (mg) da substancia {amostra bruta) +_ 40U mL de 4gua de diluigao

Concentragdo final da solugdo-estoque: 400 000 ’Pﬂg‘nfmg}-l;—%}—

Ajuste da salinidade: Vol. agua destilada = mL Vol de salmoura; == mL

Vol. amostra _ — ml Salinidade final daamostra _ — % Conc. final da amostra: __—
Salmoura: Método: — Salinidade: = % pH: —
Ajuste dopH: _ — yl de HCI =iy o de NaOH pHfinak _——
Agua de diluicéo: Lote: D23 Salinidade: _3S %opH: _Sau OD:_sxg mgl”
Vol. da solugdo-teste portubo: _ 70 mL Vol. solucéo de ovas: %0 pL
N® de réplicas por diluicdo: =
Manutengao do teste: Temperatura 2520, 5°C  Fotoperiodo: 12:12h Duragdo do teste: _2S h
PREPARO DAS SOLUCOES-TESTE:
Avolumado para 0D mL
Diluigao Val. sol. estoque |  Tubos n°
R 21 e mL Leitura FiQ
b f-9 Sl A0
L 0,015 26 N4 |t0p | 3G-39 4o
33 D.0%% -fhg*’. —ib{i AU 4= 4% 45
= olns “Dé\ ’-U% mo | 4¢-49 50
- %200 024 maNeet\l s | §1-54 59
L 1913 0 A ’\ 2o 86-549 Co
\S 628 156 il ""\ }\r éd -¢4 €5
31,2530 R A6 '1-‘7--%\ ’{%{ GGt fo
cizen | ops gy oo | (] %4 T8
i .ﬁ'.":'j.c:_g;_'_a | 12,5 136 - 137 Tﬁ“ﬁ I - 19 ;L‘:
| zsv.000 20 e -aty |5 | 24 R4 Y
B “0 o -ma |10 | 9o 95 90
A OO0 oG N A5t - 454 \65 L’iju = L'."“C.I' Cf? 5
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5 Tecnologia Amblental

PARAMETROS FISICOS E QUIMICOS

Testen® 4403 lug,

Diluicdo inicio Término
(o )
S (%) oD pH S (%) oD pH
0o 36 | Bug 814 55 e,54 1395
| 4e 2L 32| ce? T 4% 35 &, 0t 13y
a33 35 b &% 343 3q G ol $'a93
WAS3. 35 %90 q 13 3¢ 6.2x | .25
00 35 6 as ¢ e 35 G, 32 %25
q813 25 € 3% £ A 34 G .\ .25
1S LS a5 & et 703 e 623 808
31250 3¢, e3¢ FE 33 S04 Q24
62,200 35 b.ss g | 33 &6 9,21
125 000 35 6 90 833 | 35 $ 56 R0
250 .000 2L G52 %23 26 5 2d 3,49
 S00.000 3¢ 6 39 HER I3 s, 34 2 4
| 000000 4o 5,04 T Lo he, 545 B 2%
= -
= — =
== T
"""--..._‘___‘_ = =
. i =~
=
- % \
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